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摘要 :目的 探讨 MT1-MMP 在 乳腺 癌 患 者 肿瘤 组 织 中 的 表达 特点 。 方 法 采用 免疫 组 化 . 半 定 量 REPCR 和 原 位 杂交 方法 分 别 
检测 43 例 乳腺 癌 组 织 中 MT1-MMP 和 蛋白 和 mRNA 的 表达 ,人 研究 MT1-MMP 在 乳腺 癌 组 织 中 的 表达 特点 。 结 果 采用 免疫 组 化 
方法 检测 乳腺 癌 组 织 中 MT1-MMP 和 蛋白 表达 ,发 现 阳性 染色 位 于 癌 细 胞 胞 膜 ;而 采用 原 位 杂交 的 方法 检测 到 MT1-MMP mRNA 
的 阳性 染色 位 于 乳腺 癌 癌 梨 周围 的 间 质 细胞 。 采 用 半 定 量 RT-PCR 方 法 检测 癌 组 织 中 MT1-MMP mRNA 表达 ,所 有 标本 均 有 
MT1-MMP mRNA 的 表达 ,其 中 MT1-MMP 人 免疫 组 化 阳性 染色 的 乳腺 癌 组 织 中 相对 表达 量 高 (0.759+0.0802); 在 MT1-MMP 人 免 
疫 组 化 阴性 染色 的 乳腺 癌 中 相对 表达 量 低 (0.547+0.0886) ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.01)。 结 论 MT1-MMP 很 可 能 是 由 乳腺 癌 
癌 集 周围 的 间 质 细胞 产生 ,激活 后 销 于 癌 细 胞 膜 发 挥 作用 ,MT1-MMP 在 乳腺 癌 组 织 中 的 产生 和 作用 有 其 独特 的 特点 。 
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Abstract: Objective To examine the expression pattern of membrane type-l matrix metalloproteinase (MT1-MMP) in breast 


carcinomas. Methods Forty-three breast cancer tissues were collected and examined for MT1-MMP protein and mRNA 
expressions using immunohistochemistry semi-quantitative RT-PCR and in situ hybridization. Results Immunohistochemistry 
of the breast cancer specimens showed MT1-MMP immunoreactivity on the cancer cell membrane. MT1-MMP mRNA was 
located in the stromal cells surrounding the breast cancer nest as shown by in situ hybridization. MT1-MMP mRNA expression 
was detected in all of the carcinomas, but its level was significantly lower in immunohistochemically negative specimens than 
in positive ones (0.547 + 0.0886 vs 0.759 +0.0802, P<0.01). Conclusion MT1-MMP is very likely produced by stromal cells 
surrounding the breast cancer nest and anchored on the cell membrane after activation. 
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乳腺 癌 的 浸润 和 转移 是 一 个 复杂 的 过 程 。 在 这 
个 过 程 中 , 癌 细 胞 基底 膜 以 及 周围 间 质 的 降解 被 认 
为 是 最 关键 的 步骤 "。 肿 瘤 周 围 基 底 膜 和 间 质 的 降 
解 需要 多 种 酶 参与 ,其 中 最 重要 的 酶 类 是 基质 金属 
蛋白 酶 家 族 (MMPs) ,其 中 , 膜 型 基质 金属 蛋白 酶 -1 
(MT1-MMP) 又 起 着 一 种 核心 的 调控 作用 。 我 们 前 期 
研究 名 发现 , (MTI-MMP) 是 可 以 激活 胶原 酶 2 
(MMP-2) ,降解 肿瘤 周围 间 质 屏障 ,增强 乳腺 癌 细 胞 株 


收 稿 日 期 :2015-10-11 
基金 项 目 :国家 临床 重点 专科 建设 项 目 经 费 资 助 ;十 二 五 "国家 科技 支撑 
计划 (2013BAI05B0503); 南 方 医科 大 学 南方 医院 院 长 基金 (2012B005); 
南方 医院 院 级 教育 研究 课题 (14NJ-MS04) 

Supported by National "Twelth Five-year plan" for Sci & Tech Research 
(2013BAIO5B0503). 

作者 简介 : 姚 广 裕 , 博 十 , 副 主 任 医师 ,E-mail: ygy531@163.com; 陈 路 嘉 ， 
硕士 ,主治 医师 ,E-mail: ygy531@163.com。 姚 广 裕 . 陈 路 嘉 共 同 为 第 一 
作者 
通信 作者 : 叶 长 生 , 主 任 医师 ,博士 生 导师 ,E-mail: yechsh2006@126.com 


侵袭 能 力 ,说 明 其 在 乳腺 癌 浸 润 和 转移 过 程 中 发 挥 重要 
的 作用 。 但 是 ,MT1-MMP 在 乳腺 癌 组 织 中 的 细胞 来 源 
和 表达 定位 尚 有 很 多 争议 ,这 也 影响 它 在 临床 应 用 中 的 
检测 标准 和 规范 问题 。 本 研究 主要 探讨 MT1-MMP 在 
乳腺 癌 组 织 中 的 表达 模式 ,为 深入 人 研究 其 临床 意义 提供 
参考 。 


1 材料 和 方法 
1.1 临床 资料 和 标本 

收集 南方 医院 2008 年 8 月 ~2010 年 1 月 乳腺 癌 手 
术 标 本 43 例 。 标 本 于 手术 中 取得 并 立即 放 于 含有 RNA 
保护 液 的 瓶 中 ,保存 于 -80 C 深 低温 冰箱 ,同时 收集 相 
应 的 石 晴 标 本 。 
1.2 主要 试剂 

免疫 组 化 MT1-MMP 一 抗 为 NeoMarkers 公司 的 
免 抗 人 单 克 隆 抗体 ,二 抗 试剂 盒 采用 福建 迈 新 公司 的 
SP 超 敏 试剂 盒 (CatNO:Kit-9720)。 半 定量 RTPCR 的 
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Trizol 和 逆转 录 试 剂 盒 分 别 由 Invitrogen 公 司 和 MBI 公 
司 生产 。Taq 酶 和 DNA Marker 分 别 由 Promega 公 司 和 
广州 华美 公司 提供 。PCR 引物 用 Primer 5.0 软 件 设计 
后 由 上 海 生物 工程 公司 合成 。pPST18 质粒 及 原 位 杂交 
试剂 盒 购 自 罗 氏 公司 ”。 
1.3 免疫 组 化 检测 乳腺 癌 中 MT1-MMP 和 蛋白 的 表达 

标本 经 常规 脱水 固定、 石蜡 包 埋 ,连续 切片 ,厚度 
4 hm, 行 病理 常规 染色 检查 及 免疫 组 化 研究 。 免 疫 组 化 
染色 采用 SP 法 ,MT1-MMP 抗 原 经 高 压 修复 , 免 抗 人 单 
克隆 MT1-MMP 抗 体 浓度 是 1:60, 按 照 说 明 书 进行 操 
作 , 严 格 控制 时 间 及 温度 ,每 次 染色 均 设 阳性 及 阴性 对 
照 。 结 果 判 定 :以 胞 膜 呈 清晰 棕色 为 阳性 。 
1.4 半 定 量 RT-PCR 检测 乳腺 癌 中 MT1-MMP mRNA 
的 表达 

将 保存 于 -80 % 冰 箱 的 肿瘤 组 织 按 Trizol 试 剂 盒 说 
明 抽 提 组 织 总 RNA, MTI-MMP 引物 序列 采用 : 
5-CAGAGAAGGCACACAAACGA-3'; 5-CACTGG 
TGAGACAGGCTTGA-3', 扩 增产 物 大 小 为 172 bp; 
GAPDH 的 序列 采用 :5-CGGAGTCAACGGATTTC 
GTAT-3'; 5-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3,, 
扩 增 产物 大 小 为 320 bp。 反 应 条 件 为 :94 C 预 变性 
5 min; 94 ‘C50 s.57 C1 min、72 C1 min 进 行 30 个 循 
环 ;72 延伸 10 min。 产 物 于 2% 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 后 染 
色 摄 片 。 将 MT1-MMP 和 GAPDH 电 泳 条 带 平均 光 密 
度 及 面积 进行 相 乘 ,乘积 相对 比值 (MT1-MMP/ 
GAPDH) 表 示 MT1-MMP mRNA 的 相对 表达 量 *。 
1.5 原 位 杂交 检测 乳腺 癌 中 MT1-MMP mRNA 的 表达 

根据 GenBank 所 列 MT1-MMP 编号 Z48481.1 的 
序列 ,将 其 中 2483 到 2884cDNA 片 断 克隆 到 pPST18 质 
粒 ,质粒 采用 T7 RNA 聚合 酶 扩 增 并 按照 说 明 书 用 地 高 
辛 标 记 RNA 探 针 。 组 织 冰 冻 切 片 二 甲 茶 脱 晴 梯度 乙 
醇 水 化 ,蛋白 酶 K 37 % 消 化 30 min,4% 多 聚 甲醛 4 % 固 
定 5 min, 加 预 杂交 液 45 % 孵 育 2 h。 然后 , 玻 片 加 地 高 
辛 标记 的 浓度 为 10 ng*uL' 探 针 缓 冲 液 , 阴 性 对 照 加 无 
探 针 的 杂交 缓冲 液 , 湿 盒 中 45 % 孵 育 15 h。 含 RNA 酶 
A 的 NTE 组 冲 液 37 % 作 用 30 min, 加 地 高 辛 检测 抗体 
4 5 孵育 过 夜 。 玻 片 加 入 新 鲜 配 制 的 NBTBCIP 显 色 液 
显 色 液 中 ,于 室温 避 光 显 色 2 h, 苏 木 素 淡 染 ,水 洗 , 封 片 。 
1.6 统计 方法 

采用 SPSS11.0 统 计 软 件 进 行 处 理 , 计 量 资 料 采 用 
算术 均 数 + 标 准 差 描 述 , 两 组 样本 间 均 数 的 比较 采用 独 
立 样本 7 检验 。 规 定 P<0.01 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 免疫 组 化 检测 MT1-MMP 有 蛋白 的 表达 
采用 免疫 组 化 方法 检测 MT1-MMP 白 表达 ,结果 


发 现 乳 腺 癌 患 者 中 MT1-MMP 阳 性 率 为 51.2%, 阳 性 染 
色 定 位 于 肿瘤 细胞 胞 膜 (图 1)。 


图 1 MT1-MMP 在 乳腺 癌 组 织 中 的 免疫 组 化 染色 
Fig.l Immunohistochemical staining of MT1-MMP 
in breast cancer tissue (Original magnification: x200). 


2.2 RT-PCR 和 原 位 杂交 方法 检测 MT1-MMP mRNA 
的 表达 

采用 RT-PCR 方 法 检测 乳腺 癌 中 MTI1-MMP 
mRNA 的 表达 ,结果 发 现 所 有 乳腺 癌 患 者 的 肿瘤 组 织 
都 可 以 检测 到 MT1-MMP mRNA 表达 ,但 是 不 同 患者 
的 MT1-MMP mRNA 表达 强度 不 同 ( 图 2)。 
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2 乳腺 癌 组 织 中 MT1-MMP mRNA 的 RT- 
PCR 扩 增 产物 电泳 图 

Fig.2 Electrophoresis of RT-PCR amplification 
products of MT1-MMP in breast cancer tissue. M: 
marker; 1 2, 3: Breast cancer tissues from different 
patients. 


采用 原 为 杂交 的 方法 ,阳性 表达 的 MT1-MMP 
mRNA 位 于 乳腺 癌 癌 梨 周围 间 质 细 胞 的 胞 质 , 呈 紫 蓝 
色 。MT1-MMP mRNA 在 全 部 乳腺 瘤 标 本 中 均 呈 阳性 
表达 (图 3)。 
2.3 MT1-MMP 有 蛋白 表达 与 mRNA 表达 的 关系 

在 MT1-MMP 人 免疫 组 化 染色 阳性 的 乳腺 癌 中 ， 
MT1-MMP mRNA 相对 表达 量 的 均 数 为 0.759 圭 
0.0802, 在 MT1-MMP 人 免疫 组 化 染色 阴性 的 乳腺 癌 中 ， 
MT1-MMP mRNA 相对 表达 量 的 均 数 为 0.547 圭 
0.0886, 两 者 比较 有 显著 的 统计 学 意义 (P<0.01, 图 4)。 
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图 3 MT1-MMP 在 乳腺 癌 组 织 中 的 原 位 杂交 染色 
Fig.3 Im situ hybridization of MT1-MMP in breast 
cancer tissue (Original magnification: x200). 


MT1-MMP mRNA relative level 
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Immunohistochemistry 


图 4 MT1-MMP mRNA 相对 表达 量 与 蛋白 质 免 疫 组 
化 表达 的 关系 

Fig.4 Association of relative expression of MT1-MMP 
mRNA and immunohistochemical positivity of its 
protein expression. P<0.01 negative group compared 
with positive group. 


3 讨论 

MT-MMPs 是 MMPs 一 个 亚 族 中 , 因 其 位 于 细胞 膜 
而 得 名 ,现在 已 经 发 现 6 个 成 员 ,分 别称 为 MT1- 
MMP~MT6-MMP*。 其 中 ,MT1-MMP 是 以 酶 原形 式 
产生 的 , MT1-MMP 活 化 后 可 以 通 MMP-2, 降 解 肿瘤 周 
玮 的 间 质 成 分 ”5; 还 可 以 直接 降解 肿瘤 间 质 中 如 玻璃 粘 
连 和 蛋白 . 层 粘 连 蛋 白 -1. 和 工 、 世 、. 亚 型 胶原 等 成 分 7 ,从 
而 在 乳腺 癌 的 温润 和 转移 过 程 中 发 挥 重要 的 作用 。 
但 是 ,日 前 关于 MT1-MMP 在 乳腺 癌 组 织 中 的 细胞 来 源 
和 表达 定位 尚 存在 争议 , 故 本 研究 同时 用 免疫 组 化 、 
RT-PCR 和 原 位 杂交 的 方法 研究 MT1-MMP 蛋白 和 
mRNA 在 乳腺 癌 中 表达 特点 ,以 期 探讨 其 在 乳腺 癌 组 织 
中 的 来 源 和 活性 定位 。 

免疫 组 化 是 检测 肿瘤 组 织 中 蛋白 表达 定位 的 直观 
而 简洁 的 方法 , 故 本 研究 首先 采用 免疫 组 化 的 方法 研究 


测 了 43 例 乳腺 温润 性 导管 癌 中 MT1-MMP 和 蛋白 的 表 
达 , 发 现 MT1-MMP 和 蛋白 的 染色 位 于 瘤 组 织 中 的 肿瘤 细 
胞 内 , 且 表 达 于 细胞 膜 。 这 与 Temma 等 “和 Ogura 等 " 
的 研究 报道 一 致 。Jones 等 号 虽然 也 发 现 MT1-MMP 和 蛋 
白 在 位 于 肿瘤 细胞 ,但 是 他 们 检测 到 的 胞 膜 和 胞 浆 都 有 
表达 。 而 Koenig 等 “的 研究 结论 却 完全 不 同 , 他 们 报 
道 MT1-MMP 和 蛋白 的 阳性 染色 位 于 乳腺 癌 癌 站 周围 的 
间 质 细胞 中 。 更 有 趣 的 是 ,Jiang 等 的 研究 发 现在 乳 
腺 癌 的 肿瘤 细胞 和 癌 集 周围 的 间 质 细胞 中 都 可 以 检测 
到 MT1-MMP 的 阳性 染色 。 由 此 可 见 , 一 个 简单 的 免疫 
组 化 检测 却 发 现 不 同 的 研究 报道 的 MT1-MMP 在 乳腺 
癌 组 织 中 表达 的 定位 如 此 的 迎 然 不 同 。 

mRNA 携带 者 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 的 信号 ,一 种 
蛋白 应 该 是 在 mRNA 所 在 的 细胞 中 合成 的 。 因 此 , 检 
测 mRNA 所 在 的 位 置 是 检测 其 翻译 的 蛋白 的 位 置 的 一 
种 常用 的 办 法 。 本 研究 中 采用 原 位 杂交 的 方法 检测 
MT1-MMP mRNA 表达 于 肿瘤 周围 的 间 质 细胞 。 这 方 
面 的 研究 结论 却 比 较 一 致 , 目前 绝 大 多 数 文献 都 报道 
MT1-MMP mRNA 定位 于 由 乳腺 癌 癌 集 周围 的 间 质 
细胞 一 5。 

结合 上 面 的 研究 结果 ,可 以 做 这 样 一 种 设想 :乳腺 
癌 细 胞 周围 的 间 质 细胞 是 产生 MT1-MMP 的 场所 ,而 之 
所 以 间 质 细胞 产生 MT1-MMP 也 是 乳腺 癌 肿 瘤 细胞 分 
泌 某 些 生物 因子 刺激 癌 集 周围 的 间 质 细胞 产生 的 中。 
这 样 ,采用 原 位 杂交 方法 检测 到 MT1-MMP mRNA 时 ， 
染色 就 位 于 癌 集 周围 的 间 质 细胞 。MT1-MMP 和 蛋白 由 
间 质 细胞 合成 后 以 原 酶 的 形式 分 泌 的 ,然后 弗 林 蛋白酶 
激活 二 后 锚 定 到 肿瘤 细胞 胞 膜 发 挥 作 用 ,所 以 
MT1-MMP 从 产生 到 发 挥 作用 ,是 从 间 质 细胞 还 是 在 肿 
瘤 细胞 的 一 个 过 程 ,因此 ,无 论 间 质 细胞 还 是 在 肿瘤 细 
胞 都 可 能 检测 到 MT1-MMP 和 蛋白 。 在 哪个 细胞 检测 到 ， 
关键 在 于 抗体 识别 的 抗原 肽 段 。MT1-MMP 在 间 质 细 
胞 产生 时 是 原 酶 的 形式 ,如 果 用 识别 MT1-MMP 前 肽 域 
抗原 肽 段 的 抗体 检测 MT1-MMP 和 蛋白 的 表达 ,阳性 染色 
应 该 位 于 间 质 细胞 ;如 果 用 识别 MT1-MMP 激 活 后 才能 
暴露 的 抗原 肽 段 ,检测 到 MT1-MMP 和 蛋白 阳性 染色 就 会 
位 于 肿瘤 细胞 。 其 实 , 不 同 抗体 识别 不 同形 式 蛋 白 的 现 
象 在 Proulx-Bonneau 等 研究 VEGF-C 在 乳腺 癌 中 的 
表达 时 也 有 提 及 ,只 是 很 少 有 人 注意 这 项 研究 而 已 。 

无 论 采用 半 定 量 RT-PCR 还 是 原 位 杂交 的 方法 ,本 
研究 发 现 所 有 乳腺 癌 患 者 肿瘤 组 织 中 都 可 以 检测 到 
MT1-MMP mRNA 的 表达 ,与 Ueno 等 "的 报道 一 致 。 
但 是 ,采用 免疫 组 化 方法 检测 MT1-MMP 和 蛋白 的 阳性 率 
仅 为 51.2%。 而 且 , 进 一 步 分 析 发 现 ,在 MT1-MMP 人 免 
疫 组 化 阳性 和 阴性 两 组 患者 中 MT1-MMP mRNA 相对 
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表达 量 有 明显 差别 ,在 有 MT1-MMP 和 蛋白 表达 的 乳腺 癌 
患者 中 ,肿瘤 组 织 的 MT1-MMP mRNA 表达 水 平 也 高 ， 
这 说 明 ,乳腺 肿瘤 的 癌 细 胞 在 刺激 间 质 细胞 的 活动 时 ， 
可 能 存在 不 同 的 调节 机 制 ,能够 刺激 间 质 细胞 表达 
MT1-MMP 和 蛋白 的 乳腺 癌 有 更 大 的 侵 克 性 和 更 差 的 预 
后 ,这 也 是 不 同 乳 腺 肿瘤 生物 学 的 差异 的 一 个 表现 。 
综 上 所 述 ,MT1-MMP 在 乳腺 瘤 组 织 中 表达 有 独特 
的 特点 :MT1-MMP 和 蛋白 以 原 酶 形式 由 肿瘤 组 织 中 的 间 
质 细 胞 产生 ,激活 后 在 肿瘤 细胞 膜 表面 发 挥 作 用 。 这 提 
示 我 们 在 用 免疫 组 化 的 方法 研究 MT1-MMP 和 蛋白 在 乳 
腺 癌 中 表达 的 临床 意义 时 ,一 定 注意 抗体 针对 的 肽 段 不 
同 ,MT1-MMP 和 蛋白 表达 的 位 置 不 同 ,人 研究 的 结论 也 会 
存在 差异 ;同时 也 提示 ,在 应 用 MT1-MMP 作 为 乳腺 癌 
临床 预后 判断 因子 的 时 候 ,要 注意 检测 标准 化 的 问题 。 
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